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ALTA CALIDAD EN PRUEBAS PARA SU LABORATORIO

Bio-CEA

Ensayo inmunoenzimatico por Quimioluminiscencia para la cuantificacion
de Antigeno Carciembridnico (CEA) en suero.

INTENCION DE USO
El equipo CEA esta intencionado principalmente para la determinacién
de la concentracion de CEA en el suero humano.

RESUMEN Y APLICACION

El Antigeno Carcinoembrionario (CEA) es una glicoproteina de
superficie celular de 200-kd. En 1969, fue reportado que el CEA
plasmico estaba elevado en 35 de 36 pacientes con adenicarcinoma de
colon y que los residuos de CEA disminuyeron exitosamente después
de cirugia. Niveles normales se observaron en todos los pacientes con
otras formas de cancer o enfermedades benignas. Estudios
subsecuentes no han comprobado estos hallazgos iniciales, y es
entendido ahora que niveles elevados de CEA son encontrados en
varios canceres. Niveles elevados de CEA son observados en més del
30% de los pacientes con cancer de pulmoén, higado, pancreas, mama,
cabeza o cuello, vejiga, cérvix y préstata. Niveles elevados de plasma
estan relacionados con la etapa y la extensiéon de la enfermedad, el
grado de diferenciaciéon del tumor y la posicién de la metastasis. CEA
también puede ser encontrado en tejido normal.

PRINCIPIO DEL ENSAYO

La prueba CEA CLIA es un inmunoensayo sélido de dos posiciones.
Un anticuerpo monocoloidal cubre las superficie de los pocillos y otro
anticuerpo monocoloidal es etiquetado con peroxidada equina, la cual
es usada como rastreador. Las moléculas de CEA presentes en el
estandar o el suero son emparedadas entre los dos anticuerpos.
Siguiendo la formacién del complejo anticuerpo recubierto-antigeno-
anticuerpo-enzima. Las etiquetas des adheridas anticuerpo- enzima
son removidas mediante el lavado. La peroxidada equina es adherida
en los pocillos es analizado por reacciones quimioluminicientes. La
Unidad de Luz Relacionada (RLU) es proporcional a la concentracion
de CEA presente en la muestra.

MATERIALES SUMINISTRADOS

1. Plato con 96 pocillos impregnados con anticuerpo monoclonal Anti
-CEA

Enzima conjugada reactivo, 12ml.

CEA estandar de referencia 1 set contiene 5, 10, 20, 40, 80, y
160 ng/ml.

CLIA sustrato A, 6 ml

CLIA sustrato B, 6ml

Control 1: Liofilizado

Control 2: Liofilizado

PBS en polvo, 2 bolsas de 5 g.
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MATERIALES REQUERIDOS PERO NO SUMINISTRADOS
1. Pipetas de precisién y puntas, 0.1ml, 0.02ml

2. Agua destilada.

3. Tubos de vidrio o frascos para mezclar CLIA sustrato Ay B
4. Mezclador Vortex

5. Papel absorbente o una toalla de papel

6. Papel para grafica logaritmica

7. Un Luminémetro

ALMACENAMIENTO DE EQUIPO E INSTRUMENTACION

1. El equipo sin abrir deben guardarse a 2-8 °C a partir de la
recepcion y la placa debe guardarse en una bolsa sellada con
desecantes para minimizar la exposicién a la humedad del aire.

2. El equipo se puede utilizar en toda la fecha de caducidad del
equipo. Consulte la etiqueta del frasco para la fecha de caducidad.

3. El equipo abierto se mantendra estable hasta que expira la fecha
indicada, siempre y cuando se almacena segun lo estipulado
anteriormente.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

1. Para uso diagndstico in vitro solamente.

2. El manejo de reactivos o muestras de suero deben estar de
acuerdo con los procedimientos de seguridad local.

3. Los estandares contienen componentes de origen humano, que
se han probado y no reaccionaron para el antigeno de superficie
de la hepatitis B, asi como tampoco contra anticuerpos anti-VIH.

4. Todos los productos de origen animal y derivados han sido
recogidos de animales sanos. Los componentes de origen bovino
son originarios de paises en los que la EEB no ha sido reportada.
Sin embargo, los estandares y componentes que contienen
sustancias animales deben ser tratados como potencialmente
infecciosos.

5.  Evitar cualquier contacto de los reactivos con la piel.

6. No fumar, comer, beber o aplicar cosméticos en la zona de
trabajo. No pipetear con la boca. Uso ropa protectora y guantes
desechables.

RECOLECCION Y PREPARACION DE LA MUESTRA

1. La sangre debe extraerse usando técnicas estandar de
venopuncion y el suero debe ser separado de los glébulos rojos
de la sangre tan pronto como sea posible. Evite totalmente
hemodlisis, lipemia o turbidez en las muestras.

2. Las muestras de plasma recogidas en los tubos que contengan
EDTA, heparina u oxalato pueden interferir con los
procedimientos de ensayo y debe evitarse.

3. Las muestras deberan ser niveladas y se puede almacenar hasta
48 horas a 2-8 °C, antes de ensayo. Los especimenes retenidos
para un tiempo mas largo pueden ser congelados a -20°C. Los
especimenes deben ser mezclados antes de la prueba.

PREPARACION DEL REACTIVO

1. Todos los reactivos deben estar a temperatura ambiente (18 - 25
°C) antes de su uso.

2. Reconstituir cada estandar y control liofilizado con la cantidad de
agua destilada indicada en el frasco. Deje el material reconstituido
en reposo durante al menos 10 minutos. Los estandares
reconstituidos deben ser almacenados de 2-8°C

3. Para preparar el Buffer de lavado afiadir una bolsa de PBS-T a
500 ml de agua destilada y mezclar. El buffer de lavado es estable
a temperatura ambiente durante dos meses.

4. Determine la cantidad de solucion substrato necesaria y prepéarela
mezclando partes iguales del substrato A y B en un contenedor
limpio. Descarte la porcion no empleada si no es usada 20
minutos después de haber mezclado.

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

1. Asegure el nimero deseado de revestimiento de pozos en el
receptor. Dispensar 20 pl de estdndares de CEA, muestras y los
controles en los pocillos apropiados.

2. Dispensar 100 pl de enzima conjugada a cada pocillo. Mezclar
suavemente durante 30 segundos.

3. Incubar a 37°C por 60 minutos.

4. Al final de la incubacion, retire la mezcla de incubacion vaciando
el contenido de la placa en un contenedor de residuos. Enjuagar y
vaciar la placa 5 veces con solucién de lavado de amortiguacion.
Secar la placa sobre un papel absorbente o toallas de papel para
eliminar todas las gotas de agua residual. El volumen del pozo es
de aproximadamente 300 pl.

5. Dispensar 50 pl de sustrato A y 50 pl de sustrato B. mezcle
suavemente durante 10 segundos.

6. Incubar a temperatura ambiente en la oscuridad durante 5 minutos
sin agitar y leer los valores de RLU con un Luminémetro.



CALCULO DE RESULTADOS

1. Calcule el valor medio de los reactivos duplicado. En su caso, los
valores medios se deben utilizar para el trazado.

2. El diagrama lineal papel cuadriculado el RLU (ordenadas)
obtenidos a partir de cada estandar de referencia contra la
correspondiente concentracion de CA125 en U/ml (eje de
abscisas) y trazar una curva de calibracion a través de los puntos
de referencia estandar mediante la conexion de los puntos
trazados con lineas rectas.

3. Lea la concentracion de cada control y la muestra por
interpolacion en la curva de calibracion.

4. La asistencia de la computadora simplifican y reducen los datos
de estos calculos. Si el proceso de resultado automatico se utiliza
se recomienda un punto de ajuste de la curva de puntos de
funcion. Cualquier muestra diluida debe ser corregida por el factor
de dilucion.

EJEMPLO DE CURVA ESTANDAR

Una curva tipica estandar se muestra a continuacién es para fines de
ilustracion solamente, y nunca debe ser en lugar de la curva de
calibracion de la hora real.

3. Precision:
Intra-ensayo de precision se determind analizando 20 repeticiones de
cada uno de los sueros de control.

Suero Ndmero Media SD CV (%)
Titulo bajo 20 33.78 2.06 6.10
Titulo alto 20 99.16 5.23 5.27

Inter-ensayo de precision se determiné analizando duplicados de cada
uno de los sueros de control en 10 corridas por separado

Suero Nimero Media SD CV (%)
Titulo bajo 10 34.86 2.66 7.63
Titulo alto 10 102.34 5.34 5.22

4. Alta dosis de gancho:
No se produjo efecto de gancho con la concentracion de CEA hasta
3200 ng/ml.

LIMITACIONES

1.

Resultados confiables y reproducibles seran obtenidos cuando el
procedimiento de ensayo se lleva a cabo con una comprensién
completa del prospecto y con el cumplimiento de laboratorio la
practica.
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VALORES DE REFERENCIA

Cada laboratorio debe establecer su propio rango normal. La siguiente
informacién se da sélo para orientacion. Aproximadamente el 95% de
la poblacién sana normal tiene niveles de CEA menos de 5 ng/ml.

PERFOMANCE

1. Sensibilidad:

El limite de deteccién se calcula a partir de la curva estandar mediante
la identificacion de la concentracion correspondiente a la media de RLU
diluyente estandar (basado en 10 andlisis repetidos), ademas de SD 2.
Por lo tanto, la sensibilidad de la autobiografia CEA CLIA no es mayor
que 2.5 ng/ml.

2. Especificidad:
No se detectd interferencia con el desempefio de CEA CLIA con la
adicién de grandes cantidades de las sustancias siguientes a un pool
de suero humano.

Substance Concentration
AFP 500ng/ml
CA125 400U/ml
CA15-3 500U/ml
CA19-9 500U/ml

2. Anticuerpos heteréfilos en el suero humano pueden reaccionar
con el reactivo de inmunoglobulinas, lo que interfiere con ensayos
de inmunidad in vitro. Los pacientes expuestos rutinariamente a
los animales o productos de origen animal, pueden ser propensos
a esta interferencia por lo tanto los valores anémalos pueden ser
observadas. Adicional informacién puede ser necesaria para el
diagnéstico.

3. Muestras de suero con lipemia, hemolisis o turbidez no debe ser
utilizado con esta prueba.

4. Para el diagnostico, los resultados obtenidos con esta prueba se
debe utilizar en conjunto con el examen clinico, la historia médica
del paciente, y otros hallazgos.

CONTROL DE CALIDAD

Buenas practicas de laboratorio requiere que las muestras de control
de calidad deben procesarse con cada curva de calibracion para
verificar el rendimiento del ensayo. Para asegurar el funcionamiento
adecuado, un numero estadisticamente significativo de los controles
deben ser analizados para establecer los valores medios y rangos
aceptables. Controles que contengan acido de sodio no debe ser
utilizado.
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